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S-S 結合を系統的に欠損させたリゾチーム変異体をタンパク質折りたたみ反応の中間体
とみなし、H/D交換反応と NMR分光法を組み合わせた方法によって、一連のリゾチーム変
異体の詳細な構造が研究されてきた。2本の S-S結合を持つ 2SS変異体を境に、秩序構造を
持つものと失ったものに分かれる。これまでの研究から Cys6-Cys127と Cys30-Cys115が秩
序構造維持に重要な役割を担うことが分かってきたが、今回はこれらの S-S結合を 1本だけ
持つ 1SS[6-127]と 1SS[30-115]変異体を標的として研究が行われた。220nm 近傍の CD スペ
クトルは、すべての 1SS 体に対して、水溶液中ではほぼランダムコイルに近い状態にある
が、70%程度のグリセロール溶液にすると、ほぼ 40%近いヘリックス構造が回復することを
示した。一方、280nmと 265nm付近の CDスペクトルは、1SS[6-127]以外の 3種の 1SS体は
ほぼランダム構造のままであるが、唯一 1SS[6-127]変異体だけは、僅かな秩序構造を回復す
ることを示した。そこで高濃度のグリセロール溶液中で 1SS変異体の H/D交換反応を実行
し、DMSO溶液中で測定した HSQCスペクトルの交差ピーク体積から残留 NH基の量を計
算して、H/D 交換反応の遅延因子（PF 値）を残基ごとに決定した。その結果、1SS[6-127]
以外の 1SS変異体では、70%程度の高濃度グリセロール中でも、タンパク質の全範囲に渡っ
て、PF値は高々10程度であった。一方、1SS[6-127]の場合だけは、特定の構造領域で PF値
が 100を超えた。その領域は Cys6-Cys127の近傍に限らず、A、B、Cヘリックスやβ3スト
ランドにまで及んでいた。CDスペクトルの結果を考えあわせると、他の 3種の 1SS変異体
では短いヘリックスが多数誘導されるものの、それらはポリペプチド主鎖上で生成・消滅
を繰り返し、PF値は小さいままであるが、1SS[6-127]になると、ヘリックス含量自体は大き
く変化しないものの、ヘリックス間に空間的な安定化構造が生まれて、持続性のある秩序
構造が誘導され始めたと考えられる。さらに Cys64-Cys80間にもう 1本 S-S結合が加わった
2SS[6-127, 64-80]になると、30%程度のグリセロールによって誘導される秩序構造はさらに
PF値が増大して、天然 2次構造領域で 1000程度にまで増大することが分かった。リゾチー
ムの立体構造形成における各 S-S結合の役割を解明し、ポリペプチド主鎖上に形成される不
安定な短いヘリックスが A、B、Cヘリックスに囲まれる疎水性コアを中心とする空間的安
定化構造を獲得し、さらに Ile55、Leu56 の部分でα、βドメイン間の協同的相互作用を経由
してタンパク質全体の秩序構造形成に至るという「折りたたみ」機構を残基レベルの分解
能で明らかにすることに成功した。 
